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フィリピン産パパイヤ輪点ウイルスの
性質と検出法
夏秋 啓子 *N.B. BAJET*
平成 +,年 ++月 -*日受付 /平成 +-年 -月 +/日受理
要約 : フィリピンのルソン島バタンガスで採集した輪紋症状を示すパパイヤ Carica papayaからウイルス
の +分離株 PRSV-P-B を得た このウイルスを各種植物へ汁液接種したところ 全身感染したパパイヤ
ズッキニ Cucurbita pepo メロン Cucumis melo シロウリ Cucumis melo var. conomon ニホン
カボチャ Cucurbita moschata およびキュウリ Cucumis sativus と局所感染した C. amaranticolorの
1種に感染した 電子顕微鏡観察ではパパイヤ病株や汁液接種したズッキニに幅 +, nm 長さ 1**2**
nmのひも状ウイルス粒子と細胞質封入体の破片とが認められた PRSV-P-Bは ELISAでパパイヤ輪点ウ
イルス抗血清 ATCCと陽性反応を ズッキニ黄斑モザイクウイルス抗血清 ATCC および真岡哲夫博
士より分譲を受けたパパイヤ奇形葉モザイクウイルス PLDMV の抗血清とは陰性反応を示した ウイル
ス外被タンパク質の分子量は約 -0Kであった 以上の性質から フィリピンのパパイヤから分離された
PRSV-P-Bはパパイヤ輪点ウイルスと同定 確認された PRSV-P-Bに対する抗血清を作製し 健全ズッ
キニ葉汁で吸収してから ELISAに用いた PRSV-P-Bは新鮮なあるいは乾燥したパパイヤあるいはズッ
キニ病葉から ELISA DIBA そして TIBAによって検出された さらに PRSV-P-Bは渡辺ら +332
による PRSV特異的合成プライマを利用した RT-PCRによって増幅された PLDMV 真岡哲夫博士から
分譲 は同プライマで増幅されなかったので RT-PCRは PRSVと PLDMVの迅速な類別に有効と考え
られた
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緒 言
パパイヤ輪点ウイルス Papaya ringspot virus ; PRSV





産 PRSV抗血清を利用した検出例もある BAJET ら
+33.またわが国でも沖縄県のパパイヤで本ウイルスの





逆転写 PCR reverse ranscription polymerase chain re-
action : RT-PCR を行い PRSVと類似した性質を持ち
わが国で与覇 +321 によって発生が報告されているパ
パイヤ奇形葉モザイクウイルス Papaya leaf distortion
mosaic virus PLDMV との判別が可能であることも明
らかになったので報告する なお 本研究の一部は +332
年の日本植物病理学会で口頭発表 西方ら +332 した
フィリピン産およびタイ産のパパイヤ病株は農林水産省の







し PRSVと血清学的に関係のある分離株 PRSV-P-+ ,タ
イで採集した PRSV株 PRSV-T-+ PLDMV 農林水産
省真岡哲夫博士から分譲 も供試した C. amaranticolor
をウイルスの局所病斑宿主とし ズッキニ Cucurbita
pepo を増殖宿主とした
汁液接種は *.+Mりん酸緩衝液 pH 1.* を 感染葉の /
倍量 w/v 加えて行い 試験植物は人工気象機で育成し
た
電子顕微鏡観察
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酵素結合抗体法 Enzyme linked immuno-sorbent
assay ELISA によるウイルスの検出は Koenig +32+
の方法をもとに 間接 ELISAで行った 本研究で作製し
た抗血清 As-PRSV-P-B に加えて American Type
Culture Collection ATCC USA による PRSV抗血清
As-PRSV-ATCC およびズッキニ黄斑モザイクウイル






法 SDS-PAGE によって行った ゲル濃度は +,./と
し 分子量スタンダドには SDS-PAGE Molecular




ルロス膜に転写 定電流 +2*mA,-*分 してウェスタン
ブロッティング法により血清学的検出をおこなった
DIBAおよび TIBA
ニトロセルロス膜 Trans-Blot Transfer Medium *../
mm Bio Rad Laboratories USAに植物汁液を滴下する
ドットブロット法 dot immuno-blotting assay DIBA
HIBIら +32/ および検査植物の茎の切断面をニトロセ
ルロス膜に付着させるティッシュブロット法 tissue
immuno-blotting assay TIBA LINら +33* を行っ






ンジアミン .酢酸 ,水素 ,ナトリウム ,水和物 EDTA
および *.+亜硫酸ナトリウムを添加した *./Mりん酸カ
リウム緩衝液 pH 1./を ,倍量 w/v加えて磨砕しク
ロロホルムおよび四塩化炭素で清澄化した 高速遠心分離
後 ポリエチレングリコル 2 でウイルス分画を沈澱
させた この懸濁液に ,のトリトンXを加えて さらに
高速遠心分離した後 ,*しょ糖クッション法による超遠
心分離を行ってウイルス濃縮液を得た





渡辺ら +332 による ,種類の PRSV特異的プライマ
PRSV-+R ; ,-mer PRSV-,F ; ,+mer を用いたウイル
ス核酸の増幅は オリゴ dTアダプタプライマによる
逆転写に引き続き cDNA合成キット RNA LA PCR
キット TaKaRa によって行った PCR反応条件は 3,
で -*秒の変性 //で -*秒のアニリング 1,で 3*
秒の伸長で -/サイクルとし サマルサイクラ PTC
+**,MJ Research Inc. を用いた
結 果 と 考 察
宿主域と病徴
フィリピンのルソン島バタンガスで葉に輪紋を生じたパ





が ,-枚の実生のパパイヤに接種したところ 接種 ,週
間後から上葉にモザイク症状が観察され 徐	に葉に奇形
が現れた 輪紋が観察されることもあり 生育が不良で草
丈も健全株と比較して低かった 図 , ズッキニ
Cucurbita pepo では 接種 ,週間後からモザイク症状が
認められ 次第にモザイクは鮮明となり 奇形葉を生じる
こともあった 図 - メロン Cucumis melo シロウリ





なかった なお タバコ属植物 Nicotiana tabacum cv.
Bright Yellow, N. benthamiana, N. glutinosaおよびジュ














































も 少なくとも +ヶ月後までは 通常の DIBAと同じ反応
が認められ ,検出が可能であった したがって PRSVに








は希少であり その供給は限定される そこで 渡辺ら
+332 による PRSVに特異的な +組の合成プライマを
用いた RT-PCRによる PRSVの検出を試みた この +組
のプライマは PRSV外被タンパク質遺伝子内に位置す








から分離したウイルスは 粒子の形状 宿主域 血清反応
ウイルス外被タンパク質の分子量などから パパイヤ輪点
ウイルス PRSV であると確認するとともに 抗血清を
作製した 従来 フィリピンでの PRSVの血清試験はアメ
リカ産あるいは台湾産の抗血清を利用した実験が主であっ
た BAJET +33. が 今回 フィリピン産 PRSVの分離
株を得て その性状を明らかにすると共に対応する抗血清
























+ ZURCHER, E.J. (eds.) (+330) Plant Viruses Online : Descrip-
tions and Lists from the VIDE Database. Version : ,*th
August +330. URLhttp : //biology.anu.edu.au/Groups/
MES/vide/
, BAJET, N.B., EUSEBIO, A.A., VILLEGAS, L.C., ALCANTARA, B.,
TALENS, A.D., NATSUAKI, K.T., TOMARU, K., and AMEMIYA,
Y. (+33.) Serological studies of papaya ringspot virus. In
Proceedings of the symposium on host plant resistance
and control of tropical crop diseases and pests. -+.1.
- MAOKA, T., KAWANO, S., and Usugi, T. (+33/) Occurrence
of the P strain of papaya riingspot virus in Japan. Ann.
Phytopathol. Soc. Jpn. 0+ : -.-1.
. 渡辺知子小林孝弘竹之内久美子夏秋知英奥田誠一
(+332) ユウガオから見出されたパパイヤリングスポット
ウイルス 日植病報 0. : /31 講演要旨
/ 与覇哲義 +321 パパヤのウイルス病 植物防疫 .+ :
/12/2,.
0 西方三恵 TALENS, A.D., BAJET, N.B., 夏秋啓子 都丸敬一
+332 東南アジアにおけるパパイヤのウイルス病の血清診
断 .日植病報 0. : .,* 講演要旨
1 土居養二鳥山重光與良 清明日山秀文 +303 ダイ
レクトネガティブ染色法による感染植物組織からのウイル
ス粒子の検出 日植病報 -/ : +2*+21.
2 KOENIG, R. (+32+) Indirect ELISA methods for the broad
speciﬁcity detection of plant viruses. J. Gen Virol. // :
/-0,.
3 LAEMMLI, U.K. (+31*) Cleavage of structural proteins
during the assembly of the bacteriophage T.. Nature
,,1 : 02*02-.
+* HIBI, T., and SAITO, Y. (+32/) A dot immunobinding assay
for detection of tobacco mosaic virus in infected tissues.
J. Gen. Virol. 00 : ++3+++3..
++ LIN, N.S., HSU, Y.H. and HSU, H.T. (+33*) Immunological
detection of plant viruses and a mycoplasmalike organ-
ism by direct tissue blotting on nitrocellulose mem-
branes. Phytopathology 2* : 2,.2,2.
図 0 ポリアクリルアミドゲル電気泳動による PRSV特異
的プライマによる PCR産物の検出 レンA :
+**b DNAラダ レン B : 健全パパイヤ レン
C : PLDMV レン D : PRSV-P-B レン E : フィ
リピンで分離した PRSV-P-+ レン F : タイで分離
した PRSV PRSV-T-+ レン D, E, Fに PCR産
物が観察される
図 / DIBA As-PRSV-ATCC によるウイルスの検出
ウイルス感染ズッキニ葉汁 A と健全ズッキニ
葉汁 B
図 . TIBA As-PRSV-P-B によるウイルスの検出 ウイ
ルス感染ズッキニの葉 A と茎断面 B, C お




Characterization and detection methods of
Papaya ringspot virus from the Philippines
By
Keiko T. NATSUAKI* and N.B. BAJET*
Received November -*, ,***/Accepted March +/, ,**+
Summary : An isolate of virus (PRSV-P-B) from papaya (Carica papaya) showing ringspots on leaves
collected at Batangus, Luzon, the Philippines was characterized. The virus was manually inoculated
and showed to be infectious to 1 species of plants in - families including papaya, zucchini (Cucurbita
pepo), two types of melons (Cucumis melo, Cucumis melo var. conomon), pumpkin (Cucurbita moschata),
and cucumber (Cucumis sativus), as systemic hosts, and Chenopodium amaranticolor as a local lesion
host. Filamentous virus particles of 1**2**nm length and +, nm width and debris of inclusion
bodies were observed in diseased papaya or manually inoculated zucchini under electron microscope.
PRSV-P-B was positively reacted with antiserum to Papaya ringspot virus (ATCC) but showed negative
reactions with antisera to Zucchini yellow mosaic virus (ATCC) and Papaya leaf distortion mosaic virus
(Gift from Dr. T. Maoka) in ELISA. Molecular weight of coat protein was approximately -0K. Based
upon these results, the virus (PRSV-P-B) obtained from papaya plant collected in the Philippines was
identiﬁed as Papaya ringspot virus. Serum against PRSV-P-B was produced and used for ELISA after
absorption with healthy sap of zucchini. PRSV-P-B was detected by ELISA, DIBA and TIBA with
fresh or dried leaves of infected papaya or zucchini. PRSV-P-B was also detected by RT-PCR using
the synthetic primers designed by Watanabe et al. (+332) which was speciﬁc for PRSV. As RNA of
PLDMV (Gift from Dr. T. Maoka) was not ampliﬁed by RT-PCR with speciﬁc primers for PRSV, it was
shown that RT-PCR was useful to distinguish PRSV from PLDMV rapidly.
Key Words : Papaya ringspot virus, antiserum, speciﬁc primers, Papaya leaf distortion mosaic virus
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